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RESUMO

“COMPOSIGAO E METODO DE IMUNOTERAPIA ANTIGENICA DO CANCRO”

composicido para o tra-
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tamento do cancro num paciente compreendendo a vacinagac
do paciente com uma vacina compreendendc © propric tumcr

saciente e um adjuvante imuncldégice, a remccis
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de linfdcites T sensibilizados do sangue periférico do pa-
ciente, 2z estimulacdo dos linfécitos T sensikilizados para

a es-
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cs diferenciar em 1in vitro em linfdécitos e
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timulag¢dc dos linfdcitos T efectores para proliferarem in
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DESCRIGAO

"COMPOSICAO E METODO DE IMUNOTERAPIA ANTIGENICA DO CANCRO”

ANTECEDENTES DA INVENGAO

A. O SISTEMA IMUNITARIO E O CANCRO
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[0001] O sistema imunitari

=

ecanismes adaptativos gerals para vroteger o corpo de pa-
tdgenos ambientais. Um € a respeosta inflamaidria ndoc espe-~

7

cifica (ou dinata). O outrc ¢é a resposta  imunitériz
especifica ou adguirida (cu adaptativa). As respostas Iina-
tas sdo fundamentalmente as mesmas parz cads agressédo.
Pelc contrario, as respostas adquiridas sdoc personalizadas
para ¢ patdgeno.

[0002] O sistema imunitaric reconhece & respende as di-
ferencas estruturals entre ©proteinas préprias e nao-
~préprias. As proteinas que o sistema imunitario reconhece
como ndc-préorias sdo denominadas “antigénios”. Cs patdge-
nos expressam um grande nUmerc de antigénios altamente
complexcs. A imunidade adquirida tem

para estruturas antigénicas & a exposicido repetida zc mes-

mo antigénio aumentz a resposta, © que aumenta ¢ nivel de




activades. O resultado & que o patdgenc & norto e, portan-
to, lmpedide de provocar doenga.

004] kR imunicade ac cancro é mediada exclusivamente

(]
O

%.x.

por linféciteos T, o que significa que envolve 2 imunidade

por mediacdo celular adquirida & ndo implica os linfécitos
B cu os anticorpos. Uma resposta imunitaria adguirida ac-
tivada mata as células cancerosas e rejeita o cancrc.

[C005] As IntervencCes meédicas tiram frequentemente par-
tide do facto de as respostas imunitérias adouiridas pode-
rem ser artificialments manipuladas. A exposicdo de
individuos a um patdgeno enfraguecide induz uma imunidade
acquirida sem provocar doenga e protege o individuo contra
a postericr exrcosicdo ao mesme patdgenc. O processo geral
de iInduzir artificlalmente respostas ilmunitiarias protecto-
ras designa—se pcr vacilnacéo. A imunidade protectorz face

a certocs agentes patdgencs pode ser transferida de um

= 7 e % - g, -~ ey o~
[0006] As wvacinas sdo principalmente fUtels ra prevencao
de doengas. A vacinacdoc tem sido utilizada para induzir a
protecgac ceontra uma grande varledade de patdgenos ambien-
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contra uma doenca humana ol conseguido com a raiva. Mil-
tiplas vacinas podem evitar que a raliva se desenvolva apds
exposicdo ac virus. Aplicou-se o mesmo principico gsral ao
tratamentc de cancro. O pensamento fol o de gque, uma vez
gque, ao contrario dos virus, os cancros sdc de crescimento
relativamente lento, deverla ser possivel utilizar vacinas
vara abrandar ou impedir ¢ crescimento ou a preopagacgdc
gdiclcnais. Contudo, zpenas se conseguiu um sucesso muito
limitado com as vacinas contra o cancro.

[0007] NZo é intuitive que as malignidades sejam sus-
ceptiveis a manipulacdoc imunitéria. As células malignas

g0 células normais genstlicamente alteradas e ndc patdge-

0

nos estranhos. 0O sistema imunitiario deve ser capaz de re-
e

[
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n

conhecer as células malignas como ndo-prép
possivel manipular ¢ sistema imunitério para rejeitar as

células cancergsas gue possam ter-se disseminado para lo-

jam realmente patdgencs esTranhosg, existe o Consenso

a_argado de qgue as células malignas podem ser reconheclidas

k] . I oy 3 oy G Joy 3 o ey oy = "] - . .
Protective Antigens? Or the Necessity of Remembrance o
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75:203-249 (1898). Istc ¢é principalmente devido ao facto
de, a semelhanc¢a das tentativas de utilizar o sistema imu-
nitario para tratar uma doenca infeccicosa, as tentativas
para manipular o sistema imunitidrio para ¢ beneficic tera-
céutico dos pacilentes canceroscs terem sido largamente mal

epti-
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sucedidas. A controvérs em torno da potencial sus

pilidade dc cancro humaro 2 manipulacdc imunitéria também

L]

wn

orovém do facto de generalizadamente se crer cue as malig-
nidades humanas s&c frzcamente imunogénicas. Conssguente-
mente, houve muitoc poucas tentativas sistemdticas para
determinar a imuncgenicidade relativa dos cancros humanocs.

[0008] Como determinam os investigadores se uma subs-

énica ou gue Zoi induzida uma resposta imu-

}_.1.
L0

tdncia é ant

io]

nitdria adquirida num individuo qgue havia sido exposto &
um antigénio? Para a2 imunidade humoral, existe uma grande
guantidade de ensaics in vitro para medir um zumento dos
niveis de anticorros no soro. Contudc, é infinitamente

mals dificil determinar se fol induzida uma resposta imu-

nitéria por mediacdo celular. Ao longo dos ancs, os en-

bt

n vivo provaram ser os Iindicadores

salos de protecgido

e vacingdo con o antlge-‘
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nic em guestdc e posterlormente provecado com guantidades
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eXpoen-se rates & uma vaclna conira © Cancro, LnTecianco




imune € pode i1nierlr-sSe Jue ¢l 1lnduzZlida Udha resposta 1mu-

e~ d e A 4 ing - J . T A - 4 e 1 . -

nitdria. Esta abordagem também pode ser utilizada para
P~ - - < 3 d o

quantificar e determinar z especificidade da resposta.

paclentes com células causaderas de cancro. Unma vez gue 0s
antigénios do cancro permanecem por definir e que as res-
postas imunitérias por mecdiacdc celular contra o cancro
envolvem  uma Interaccdo complexa e mal entendida entre
varias subpcpulacdes de linfécitos T, n&c existe um modo
simples e fidvel de gquantificar tais respostas In vitro.
Em vez disso, fcram desenvolvides hd muitc tempc os testes
cutanecs de hipersensicilidade de tipo retardade (“"DIH"),
comc um enssio in vivo alternative para a imunidade por
mediagdo celular. A reaccdo de DTH tira partide do facte
de um animal ou humano imunes desenvolverem uma reaccdo de
imunidade celular adquirida que se caracteriza pela verme-
lhiddo e inchago que ocorrem dentrco cas 24 a 48 horas gue
se seguem a injecgdc local do antigénic.

[0010] Embora existam ensaiocs In vitro que podem ser
susceptiveis de ser rotineiramente utilizados no futuro, a

tilizzdo até

o
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rezcgde de DTH £ o tnico método gue tem sido
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accine, Cancer Immunol. Immunother. 22:173-178 (198C n3
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razies para 13te sac guadrup.as CFrimeLrec, apesar aeg as
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las, qualguer antigénio do cancro humano especifico.

Segundo, as respostas de DTH, assim come a imunidade tumo-
ral, sdc mediadas localmente por uma combinacac de linfd-

citos Thl activades e linfdécites T de CDE8 tipo Thl

ndo-citotodxicos. Vide Cher & Mosmann, Two types of Murine
Helper T Cell Clone. II. Delayed-Type Hipersensitivity Is

I Cicones, J. Immunol. 138:3c88-326%94 (1887);
1

ipersensitivity tc Intact Cryptoccccus Neoformans,

970-357% (19%4). Terceirc, tem sidec de-

relaciona com as
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monstrado que a imunidade tumcral se

m modelos ani-

(o]
D

respostas de DTH aos antigénics do cancr
mais. Vide Pucceti et al., Use of a Skin Test Assay to De-
termine Tumor-Specific CD8+ T Cell Reactivity, Eurcp. J.
Immunol. 2Z4:1446-1452 (18%4); Barth et al., Interfercon y
and Tumor Necrosis Factor Have a Role in Tumor Regressiorns
Mediated by Murine CD8 Tumor-Infiltrating Lymphocytes, J.
Exp. Med. 173:647-638 (18991). Finalmente, o¢s ensalos in

- e i 2 : . = o 5 (o
vitrc actualmente disponivels parz a funcao de linfécitos

B. IMUNOTERAPIA DO CANCRO: ESTRATEGIAS DE RESPOSTA IMUNI-

TARIZ INATA




inatas. Geralmente, 08 pacien-
a um biomodulador, tal comoc ©
Bacillus Caimetfe Guerin [“BCG” )}, a interleuguina-2 {(“IL
27y, © factor de necrose turoral (“INFY) ou o interferon
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especi 0
do cancro. Infellizmente, com poucas excepgdes, estes agen-
tes exibem uma actividade anticancerosa modesta e, & se
lharca de outros agentes guimiloterapéuticos, sio altamente
tdrices para concentracdes eficazes.

[0012] Uma varlagdc neste tema da Imuncterapia inata
gue tamcém fol extensivamente avalizada consisZiu em tirar
partide do facto de os bicmoduladores aumentarexr a activi-
dade anticancerosa das células 1ilrnwnitarias (macréfagos,
células exterminadoras naturals (“"NK”) e linfécitos) in
vitro. A expcsigdo de linfdcitos a altas concentracgdes de
agentes tais como z IL-2 produz células exterminadoras ac-
tivadas por linfoguina (“LAK"”) gue fazem parte do sistema

imunitdrio inmato. Apesar das células LAX serem mals capa-

zes de exterminar c2lulas cancerosas do que células nocr-

mais, ndc exibem sespecificidade para o©s antigénios do

v
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tas concentracles (218 MUI/paciente/dia) de IL-2 apés
terem recebido as células LAK. Vide Rosenberg, patente
U.5. n.® 4 890 8913, Regressfes Tumorais significativas fo-

[0014] 0s estudos subseguentes com utilizacido de célu-
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cial) de 16%. Para o cancre da

8 estudos diferentes apresentaram uma taxa de
respocsta global de 22%. Vide Chang, Current Status cf
Adoptive Immunotherapy of Cancer, Crit. Rev. OUncol. Hem.
22:213-228 (129%6). No entanto, acredita-se geralmente gue
os efeitos terapdutices deveram-se rdc as células LAK

vamente transferidas, mas sim as altas concentracdes
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(218 MUI/paciente/dia) de IL-2 que o©s pacClentes receberan
depois da infusfc dos Llinfdcitos activados. Us estudos
subsecuentes em modelos animals foram incavazes de docu-
ividade an-itumorel in vivo

mentar uma significativa ac

t
das células LAK propriamente ditas.

[0015] Uma variagdc do mesmo tema da imunoterapia ina-




las moléculas do complexo maicr de histccompatibilidade

("MHC”} de classe I. Os investigadores reivindicaram gue a

bde

imunoterapia de TIL é 50-100 vezes mais eficaz do que a
irunoterapia de LAK. Vide Rosenkery, patente U.S. n.
5 126 132; Rosenberg et al,, Use of Tumor-Infiltrating

Lymphocytes and Interlieukin-Z 1in the Immunctherapy of Pa-

tients with Metastatic Melanoma, New Engl. J. Med.
319:1676-80 (1$88). A semelhanca dos estudcs das células

8
LAK, foi dificil separar os efeitos in vive dos TIL dos
efeitos anticanceroscs da alta desagem de IL-2.

[00186] Outra variacdc nests abordzgem geral parz gerar

¥

células efectoras ndo especificas para a transferéncia
adoptiva para pacientes & a de estimular os PBL de pacien-
tes cancerosos com anti-CD3, um estimuloc de receptor anti-

atente U.S. n.
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C. IMUNOTERAPIA DO CANCRO: ESTRATEGIAS DE RESPOSTA IMUNI-
TARIA ADQUIRIDA

ro facto de ser concebida para induzir respcstas Imunitéa-
rias adgulridas, e depclis aumenté-las, contra as prdprias
ulas cancercsas do paciente. A zbordagem baseia-se no
facto benm documentade de que o sistema imunitério rormzal-

mente falha no reconhecimento

D

na resposta a malignidades
progressivas, mas gue € possivel usar a vacinacdc vara
induzir ¢ paciente canceroso a respender imunclogicament

a moléculas expressas velas células malicgnas mas ndo pelas
células normais. O principilo badsico é o de gue o cancro
poderia ser tratade com sucessc se fesse possivel induzir
uma resposta imunitéria adguirida suficientemente goderocsa
contra os antigénicos associades a célula cancerosa.

[0018] A

0]

estratégias mais bem sucedidas que foram tes-
tadas nestz categoria combinam o© factc de a vacinacdo
induzir uma resposta imunitdria protectora e de a imunida-

de protectora poder ser transferida com linfécitos T acti-

vados. A parte da vacinacgdc nesta sestratégia tem sido

fwp T
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1. Imunoterapia Especifica Activa (“ASI”)

[0019] O conceitc de ASI é bem conhecido na técnica, =
realizaram—se muitos testes clin:

grande variedade de fontes para o antigénic do cancro.

=

Existem duas razdes basiczs para seguir esta abordagemn.
Apesar da controvérsia alargada acerca da imunogenicidade
de cancros humranos particulares, as vacinas incuzem efec-
tivamente a imunidade cancerigena. N&c existe razdo tedri-
ca para gue uma vacina podercosa ndo possa ser terapéutica
contra ¢ cancre. Se uma vacina pode produzir imunidade
protectora que seja suficlentemente podercsa para ser te-
rapéutica, deveria ser relativamente simples adicioréd-lz

ac arsenal de tratamento do cancro.

[0020] Estdo a ser presentemente exploracas vérias es-
tratégias de vacinagdo gerals. A mals simples delas é a de

vaclinar pacilentes com as suas proprias células cancercsas.

¥

cédcia terapéutica em vérios estudos em humancs. Um desses

estudos envolveu ¢ tratamento de pacientezs com melancma




& Randemized Trial, lancet 353:345-350 (1899
[0021] Dols Zfactos gerals tornaram-se claros acerca da
AST. ¢ vcrimeiro é gue z fonte do antigénic do cancre é

intactas do propric cancro do paclente fornecem a melhor
fonte. © segundo & gque o antlgénio do cancro tem de ser
combinado com um adjuvante imunclégico para aumentar a po-
nciaz da wvacina. Tem vindo a ser utilizade o BCG como o
acdjuvante imuncldgico para a maloriz dos testes clinicos
de ASI em humanos. No entanto, o BCG, tem varias desvanta-
gens como adjuvante, tals como a sua toxicidade relativa-
mente elevada =2 a sua poténcia relativamente balxa. As
oropostas mals recentes para aumentar a poténcia de vaci-

nas de células cancercsas autdélogas envolveram a altera-

ot

do genética das células cancerosas parz as tcrnar mals

¢

imunocgénicas. Uma abcrdagem bem sucedida envolveu a inser=-
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maligna. Contudc, a ASI por si sé ndo produ

wodelos humanos, nem em animais.

2. Imunoterapia Celular Adoptiva (“ACI”)

nica. As primeliras experiéncias documentadas envolvendo a
—ransferéncia celular de i1munidade occorreram em 1947
gquandc os lnvestigadores descobriram gque a DTH para com-
postos quimicos simples podia ser transferida de dadocres

{imunes) sensibilizados para receptores (ni¢c imunes) ingé-

Sensicivity to Simple Compounds, Proc. Soc. EIxp. BRicl.
Med. 49:688-69C (1942). Istc é importante para a teracia
do cancro, uma vez gue a vacinag8c dos pacientes com as
suas proprias células cancerosas e um adjuvante lmunoldgi-
cc induzira fortes respostas de DHT. Vide Hoover & Hanna,

Active Immunotherapy In Colcrectal Cancer, Semin. Surg.

tive Specific Immunization in Curatively Resected Cclorec-
tal Cancer Patients with a Virus-Mcdified Autclogous Tumor

~ 7 T H ~ T : i e . D77 177
Cell Vaccine, Cancer  Immuno.. Immunother. 32:173-178




fooz24} A ztransferinciz adeptiva de imunidade adguirida
¢ extremamente imporiante porgue se trata de uma técnica

stema imunitidrio. Nao & intuirivo cue a transferéncia

adoptiva de células imunitérias cgrovidencie uma ferramenta

(1)

imuncterapéutica Gtil contra & doenca. De facto, apesar de

imunitarios
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transferir protecgdo, do mesmo modo gque a vacinacgdc induz
proteccgdo, os linZdcitos transferidcs adoptivamente pro-

oorcicnam por si s6s pouce ou nenhum beneficio

gque a mesma possa fornecer a base para uma estratégia

imunoterapéutica potente contra o cancro.

3. Imunoterapia por Antigénio do Cancro (“CAI")

[0025] A guestdo que 03 investigadores colocaram de se-

gulda fel se a ARSI e =z ACI, ambas protectoras, poderiam

ser reunidas numa Zorma gue produzlsss um produtbo combina-




ncagraclidaace da vaclnacao rara produzir um numeros =levado
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Cancro € gue a dericlenclLa poderia ger resolvica activando
s = PN Empd A A P - - A 4y oy e 4

posteriormente Transierindo aacptivamente as celulas acti-

vadas para o8 portadores ce tumores. Assim, a combinacio

[C028] Estudos postericres demonstraram gue os linféci-

tos T ‘munitarios especiflicos de antigénios do cancre po-

]

o

lam ser estimulados para se diferenciarem em linfdcitos

efectores utilizando estimulantes de receptcres antigéni-
cos ndc especificos, tal como um anti-CD3. A etzpa cri-

tica nestes estudos é a de que os linfécitos tinham de ser
orovocades com o antigénio antes da exposigido ao anti-CD3.
Vide Ycshizawa et al., Specific Adoptive Immunctherapy Me-
diated by Tumor-Draining Lymph Node Cells Sequentially Ac-
tivated with Anti-CD3 and IL-2, J. ZImmuncl. 147:729-
(1991); Saxton et al., Adoptive Transfer of Anti-CD3 Acti-

s Cyclcphosphamide and Liposome En-
rleukin 2 Cure Murine MC-38 and 3LL Tumors
taclish Tumor Specific Immunity, Rlood 89:2529-2336

(1997); Shu et al., Stimulaticn of

EA g ES

which Activate Intracellular Signal Transduction, J.

Neurc. Cncol. 32:19-28 ({19%7). Uma g¢rande variedacge de
TmOstrou ser suscsptivel a estas es-

[00Z28] A comblinacdc da vaclnagdo com  antigénios do



cancro ccocm oa tran
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vaaocs e connecica por imunotieraglia DX anctligenlos G0

b

cancro (“CAI”). Esta estratégia combinatdria deve ser dis-
tinguida das outras formas da ASI e da ACI, em particular
das que ndo envolvem directamente z inducdoc de uma respos-

ta imunitidriaz adguirida contra as proéprias células cance-

a
[0030C] Chang e ©s seus coclegas foram oS primeiros a re-
portar a aplicagdo de uma forma de CAI em humanos. Vacina-

3CG,
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ram, com células cancerosas autéloga
pacientes com melancma e com cancrc das células renals. Os

’

bcitos foram entidc obtidos a partir de LNs drenando os

Fh

in

ft

locais de vaciracdo e foram estimulados in vitro com célu-

@]

las cancerosas autblogas & uma dose baixra de IL-Z e injec-
tados necs paclentes com administracio intravencsza
concomitante de uma baixa dose de IL-2. Vide Chang et al.,
Clinical Observations on Adecptive Immunotherapy With Vac-
cine-Primed Lymphocites Secondarily Sensitized with Tumor
In Vitro, Canc. Res. 53:1043-1050 (1993). N&oc se observa-
ram resultados clinicamente significatives.

[0031] Holladay e os seus cclegas realizaram um estudo
hante com pac.entes com cancro cersbral avangado. Os

pacientes ZIoram vacinaccs <com as suas priéprias células

ram estinu.ades com células tumcrals autdlogas & uma haixa

TT - oy d = - . 5 -

dose de IL-2 1n vitro e foram reintroduzilidos nos pacisen=-
o tre A i T ot e 1 [ T, S Tormmr el st o
tes. lde Hol.acay et al., Autologous Tumor Cell Vaccina

F . e Y S bYa A e 7 Fue 7 Te Ty P » 5
tion Combined @With Adoptive Celliular Immunotherapy in
T3 e B4 s F. - PR il ol T A - o B I -
Patients with Grade III/IV Astrocytoma, J. Neuro=-0Oncol.
T 1T TG.TRG 1160 Fia mevire P E e el ARmadruaram  reaair] oA e
LIl g-Lled LIT0 . w€ NOVC, el 3€ oosServaram resuitadlos




lados in vitro com anti-CD3 e uma dose rpaixa de IL-2 e

[0033] Um ocutro grupc de investigadores estudcu a exe-
quibilidade, toxicidade & potenclais beneficiocs terapéuti-
cos de outra forma de CAI em pacientes com tunmcres
cerebrais malicncs. Vide Plautz et al., Systematic T Cell
Adoptive Immunctherapy of Malignant CGliomas. J. Neurosurg.
89:42-51 (1388). 0s linfécites foram cobtidos a partir de
LNs drenandc os locais de vacinacgdc = foram estimulades in
vitro com enterctoxina estafilccdcica 2, anti-CD2 e IL-2 e
injectados nos pacientes com administracdc intravenosa

concomitante de IL-2. Mals uma vez, ndo se obtlveram re-

ndo existe intultivamente uma estratégia oObvia de CAIL.

Cancro numano.



o comuns. Hi também ums

nitdrias produtivas. Vide Ellem et al., The Labyrinthine

o

Ways of Cancer Immunotherapy - T Cell, Tumcr (Cell Encoun-
w Do I Lose The? Let Me Count the Ways”, Adv.
Canc. Res. 75:203-249 (1998).

[0035] C sucesso considerédvel alczngace com a utiliza-

cdo da CAI em modelos pré-cliinicos predi

™

que estez deveria
ser pelo menos moderadamente bem sucedida enguanto trata-
mentc do cancro humano. No entanto, as descobertas clini-
cas obhtidas até 2 data em testes clinicos de fase I/II em
humancs ndo suportam tal reivindicacdoc. Apesar de a dispa-

ridade ©poder ser atribuivel a diferencas imuncldgicas

fundamentals entre as malignidades humanas e as experimen-




duzir & regressio de cancros em progressdo tanto nas co-

diferenca nos

A%}

baias animais como em humanos. Conzude,
resultados fol dramatica. 100% dos animais tratados foram
curades na mailori dos sistemas nmodelo, enguanto cue
efeitos significazives anticancercsos sé foram observados
numa pequena proporgdc de pacientes cancercsos tratados e
poucas curas foram documentadas.

[0036] Face ac atras exposto, existe claramente a ne-
cessidade de desenvolver uma estratégia de CARI que seja
efectiva, nio-téxica e exequivel nos paclentes humanos

Cancerosos.
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A FIG., 1 mostra uma scrie de imagens de tomografla
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A FIG. Z mostra uma curva de socorevivéncila vara os
pacientes cque recebem uma CAI apds serem submetidos a

ura alta dese de quimicterapia e o resgate de células-

A FIG. 3 mostra uma sérle de Iimagens de ressondncia

=

magnética de um doente com astrocitema tratadc co
I. As ressondncias mostram ¢ astrocitoma do pacien-
e em 16 de Fevereiro de 1995, trés meses apés a ci-

rurgia e imediatamente antes da lmunocterapiza (fila

o3

superior), em 15 de Maio de 1935, dois meses apds

imunoterapia (fila co centro), e em 20 de Novembro de

magnética de outro paclente com astrocitoma tratade
com CA As resscnéncias mostram o astrocltoma do pa=-

clente em 4 de Janeiro de 189%¢, imediatamente antes da

meses apos a4 lnunotd

DESCRIGAO DA INVENGAOC

A. IMUNOTERAPIA POR ANTIGENIO DO CANCRO



possivel que as duas fossem sinergéticas. & base imunoléd-

sencial induzir o sistema imunitédric dc paciente para que

seu numeroc e poténcla ser azumentados em laporatdric e po=-
cendo ser devolvidos ao paciente onde poderiam deslccar-se
para locals ae crescimento do cancro e re
en progressdc. fFazendo 1ste produzir-se-ia um aumentc g-c-
bal do numerc de linfdcites T efectores gue se introduzem
no tumor.

[0027] A prova deste principio foi estabelecida =em es-
tudcs com animais nos quals os linfdécitos foram removidos
dos animais imunizadcs, estirulades com células carcerosas

e peguenas quantidades (£ 100 UI/ml) de IL-2 em cultura

[§

adoptivamente transferidos para animais com tumores. Zsta

o cancro em gprogressdo. Vide Cheever etr al., Specific

.

Adoptive Therapy of Murine Lesukemia with Cells Seccndarily

FR— by 7 - AT e . oy
ntracerebra. =l l0M88, [N Wel



Etapa 1: Vacinacdo

[0040] A primeira etapa na presente invencio & a imuni-
zagcdo dos paclentes com antigénios da sua propria maligni-
dade., Em pacientes com uma malignidade sélidzs, © cancro &
removido cirurgicamente para criar uma suspensdo celular

. A amostra cirlrgica é digerida

971

Ynica de células maligna

enzimaticamente com enzimas produzidas pela Life Technolo-

cb o ncme Viacell. Em paclentes com malignida-
£

n

gies, Inc.
des hematoldgicas ou sélidas com células livres nc
oleural, pericédrdico ou do peritonial, as células malignas
sdc obtidas a partir do sangue, da medula &sssa, de ume
efusdo pleural ou pericdrdica ou do fluldo ascitico. As
células malignas iscladas sdo irradizsdas a cerca de 5 (000

I

ads para impedir o zlastramento local., As células sdc ar-

€

rs

mazenadas congeladas até & vacinacgéoc.

b}

[0041] Aguandc da vacinacdo, as céluias malignas sé&o

{

combinadas com um adjuvante imunclidgice, preferencialmente
¢ GM~CSF recombinante humanc solivel gue €& produzide pela

Immunex, Inc. sob ¢ nome Leukine. Na concretizacio prefe-

£ . o S g e moem = R - g - eyl s o~ o e o
[0042] s pacientes sdo entdo injectados oo erca ds
ALY L e ey o /3 o T P LY Sk vt $4 e d . o ey e -

00 microgramas/local de GM-CSF diarlamente durante pelo



fécites T do paciente. Por exemplo, o antigénio pode ser
um extracto purificado do cancrc ou um antigénio manipula-~
do gerneticamente cu um peptidec antigénicc gue seja parti-

-

O peLos Cancros.

O

ha

ot

Etapa 2: Producdo e Prolifexacdc de Linfécitos T Efectores

[0044] A segunda etapa na CAT envolve a activacdo dos
linfécitos T do sangue periférico de pacientes imunizados.
A imunizacdc local leva a preducidc de linfécitos T sensi-
bilizadcs especificos de antigénio no tecido linféide que
drena os locais de imunizacde. Os linfécitos

zades sic entdc likertados para ¢ sangue a partir do teci-
do linféide, para gque possam ser transportados para og
locals da expesicldo ac antigénic. Uma vez que os linféci-

tos T sensibilizados s3c libertados no sangue, © sangue

-

. L ~ . =
N ATCTaet i rasc3In Y T ESsToh -0 = BT IVRCAN
EQQ%S} Nd concrellz L uxeﬂer;«;;v,?_&.;.; bt il b i Y Sgub =
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rentes. Os glépulecs vermelnos sanguineos (TR3Cs”) sdo
removidos da amostra de _sucafersse através de lise se-
lectiva com Tris-cloreto de amdnioc. As células mcononucliea-

res do sangus periférico sdo entdo cultivadas em frascos
pladsticos de cultura de tecidos gue permitem a adesdo das
células num meilo de cultura de tecido contendo scro.

liza-se um soroc autdloce, mas pode ser substitulde por ou-

tras fcntes de soro.
[00486] Na concretizacdo preferencial, os linféciteos T
do sancgue periférico sdo estimulados em cultura com an-

ti-CD3 monoclonal de ratos que € produzido pela Ortho

Pharmaceuticals sob o nome OKT3. No entanto, outrcs esti-

433

mulantes de linfdcitos T ndo especifices, tails como
terotoxina estafilocdcica ou a briostatina-l podem ser
substitutos para o anti-CD3. Apesar de o estimulante ndo
necessitar de ser capaz de se ligar ao receptor antigénico
nem as proteinas assoclsdas ao receptor antigénico, © es-
timualante deve se capaz de estimular as células T sensi-
bzlizadas para que se diferenciem em linfécitos T

efectores gue mantém uma especificidace de antigénioc tumo-

ral e uma actividade de efector. Na concretizacdo prefe-




Etapa 3: Infusdo de Linfdécitos T Activados

[0048] Apds as células estimuladas serem recolhidas da

W

O]

cultura, as c¢élulas sdc 1injectadas por via intravencsa,
Apesar de o paciente geralmente ser injectadc com cerca de
10*°% & 10* de linfécitos durante um periodo de cerca de 1 a
6 horas, o nimerc ce células mononucieares administrado

esta zpenas dependente do numerc de células criacas duran-

te a etapa de prcliferacdo. Foram injectadcs, com securan-

O

ca, mais de 10" de linfdécitos autélogos em pacilentes
cancerosos.

[00439] A presente invencdc serd seguidamente explicada
mais egpecificamente pelos seguintes exemplos. No entan

0 &mbito da presente invencac nao se limita acs exemplos.

B. EXEMPLO DE CANCRO DA MAMA

Etapa 1: Vacinacgdo




tras tumcrais frescas aguando da resseccdo cirdrglca. Tal
ooy rﬁoq*— »ﬂdr\ -~ BE-Te ks 1 = s et e o e It 4y

Comec mostrads no Luadre L, a8 anmcsitras ILoram optidas de
varios locals do corpo. As amostras foram fransperitadas
para © laporatdric em solucdo sallna Lsotdnica a tempera-

) 4o de £ d - P 4 =

tura ambiente. O tecido fol processado em condigdes de es-
terilidade As  suspensfes de célulags dnicas  foram

preparadas agitando Iragmentos de teclde durante cerca de

num frasco de tripsinizagdo. Contaram-se as célulazs e de~
terminou~se a viabllidacde por exclusdo de azul de tripano.
Uma parte das células fol cultivada num meic de cultura de
recidos suplementadco com cerca de 20% de soro bovino fetal
para cdesenvolver linhas celulares das células melignas dos
pacientes e para testar a esterilidade. As células restan-
tes foram irradiadas z aproximadamente 5 000 rads e arma-
zenadas ccngeladas a cerca de -70°C num meloc de cultura de
tecido suplementado com antibidticos, cerca de 10% de di-
metilsulfdéxide e cerca de Z0% de soro humano.

[0052] Imediatamente antes de se vacinar ©0s pacientes,
as células congeladas foram descongeladas e suspensas num
meio de cultura de tecidos suplementado com cerca de 20%

de soro humanc AB’. Aproximedamente 1C' de célulzs da amos-

“t

ra de cancro original foram sedimentadas e depols mistu-

adas com 1,0 mi de GM-CSF {300 microgramas).
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desenvglveram-se a partir da amostra cirdrgica.

[0053] As células tumcrals foram injectadas em trés ou
quatro locals intradérmiccs, billateralmente na parte supe-

rior dianteira da coxa e bilateralmente na parte superior

dianteira do térax. Os pacientes que tinkam tido mastecto-

3

las totais com remecdce unilateral de LNs drenantes foram

injectados em apenas trés locals. O volume da injeccdo foi
de aproximadamente 0,25 ml/local. 0s locals de injeccdo
iniciais foram marcados, e cada local fol novamente injec-
tado com cerca de 100 microgramas de GM~CSF diariamente
durante 4 dias adicionais. Uma segunda vacinac&oc centendo

i

10 quantidade similar de GM-CSF

jsb

de células tumorais e um
foi identicamente administrada na mesma &drea geral duas
semanas ma.s tarde.

[0054] Fez~se um teste cutdnec acs pacientes para ava-




=t - Jm mmde o e e A P TN 1 o~ . -
especifices de antigénic gue entram no local. Por outras
T S -~ o 3 ~ Ay 4 gy e e + v
palavras, a intensidace da resposta & directamente propor-
cicnal 2 imunidade gue o Individuco possui face ac antige-
N £ o4 - d = - . - e A gy
nic que fol utilizado no teste cutdneo. Por conseguinte, ©

mente pequenos de células cancercsas. A resposta de DHT
fornece uma medicda bem estzbelecida da imunidace mediada
cor células que fol extensivamente estudada em ccbalas
animals e em humancs. Mostrou-se gue a intensidade da res-

vesta se correlaciona directamente com a imunidade protec-—

ot

ora em incontavels sistemas de modelos experimentais e
naturais. Também se mostrcu que a intensidade da resposta
se correlaciona directamente com resultades de vérios tes-
tes da func&o lmunitdria in vitro.

[0055] O teste cutdneo fol realizado injectando-se cer-
"

ca de 10 de células cancerosas intradermicamente na parte

dianteira do antebraco esquerde. Quando disponiveils, foram

atilizadas no teste cutdneo as células cancerosas cultiva-
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si sé estimulava reaccdes locails, injectou-se 100 micro-

[ae

gramas de GM-CSF por via intradérmica na parts dianteirs
dc antebraco direito, e 0s locais foram avaliados de mede

semelhante.

Etapa 2: Producdo e Proliferacdo de Linfocitos T Efectores

[0056] Duas semanas apds a segunda imunizagdo, foram
isolados gldébulos brancos ganguinecs moncnucleares
("WBCs”) do sangue periférico ndo mobilizado através de um

cateter Quinton na vela subclavicular, utili

e
o
=
.
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=
0
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rador de células. O nurero total de “eucdcitos obtido d=z




das com anti~CD3. De seguica, as c¢élulas foram cultivadas

das citocentrifugadas. As células recolhidas foram testa-

das com respeltc a contaminacdo fingica, micropiena e por

Etapa 3: Infusdo de Linfécitos T Activadoes

[0057] Os pacientes receberam Compazine® (10 mg por in-
jeccéo IV directa), Benadryl® (25-50 mg por injecgdo IV

R
irecta) and Tylencl® (650 mg PO) antes da infusido de cé-

3

lulas. Células estéreis isentas de endotoxinas foram in-
fundidas nos pacientes através de uma vela periférica
durante um pericce de 1-3 horas numa instalacdo de inZusic
IV externa ao paciente. Os nlUmeros de céluias introduzideas
sdo detalhados no Quadro 3. Se os paclentes sentissem ar-~

ios, recebiam Demerol® (25 mg por injeccdo IV direc

I
B
el

q e e 3 e 5 - 2 e e < 3 3 e B
monitorizados quanto a toxicldace duranté tTrés nhoras apos
G rminc Gca

ce 3 x 10° UI de IL-2 por dia em digs alternados durante 10
clas (5 tratamertos Fsta guantidade de 11-2, que é ge-
ralmante vista como sendo uma baixa dosagem, ndoc fol asso-
ciads a gualsguer eleltos cliniceos quando utilizada por si



Resultados: Vacinacgio

[0059] Tal come acima discutide, a resposita de DTHE fol

directamente dirigida contra os antligénios associados as

entes com cancro da mama sac detalhades no Quadro 2. Com
uma excepc¢dc, as reaccgdbes de DTH ndc se conseguiram
desenvolver nos locals de imunizacic priméria, demons-
trando que a vacina ndo estimulou de modo néo especifico
as respcstas inflamatérias locais. Foram detectadas res-
costas positivas de DTH apds a vaciracdo primidria em 14 de
15 pacientes. As caracteristicas fisicas & a cinética das

respostas foram tipicas de reacgdes ce DTH cléassicas.

[ o1 DTH no Teste | GM-CSF

cél cutdneo
5 % | GM-CSF ND
1x GM~CSE ND
7 x GM~CSF ND

$6-32 1x GM~-CSF

36-47 1 x 0 CM-CSF

57-3 2 x L0 GM~-C3F

574 2 % GM-C3F

97-5 | 7 % oM

598-2 Z x GM

g-3 7o GM-

2 x 107 GM- 20
2 x L0 G Ni
1 14
2 28
1 4




autélogo. Os pacientes ndc desenvolveram tolerdncia rela-
tivamente aos seus prdprics cancros. E Improvavel gue a

experimental, 1Incluinde =z quimioterapia de alta dosagem
guida de reconstituicdo de células-mie, gue sac classi-

camente utilizadas para tratar © cancre da mema, ndo evi-
tam permanentemente gue se geren 1in Vivo respostas

imunitarias especificas ac antigénio do cancrce.

Resultados: Caracteristicas do Crescimento de Células Es-

timuladas com OKT-3

induz respostas que protegem os animals vacinados de

oroduz a rejei¢ao de malignidades em progressdo. A estimu-

= T4 A o e i 3= - 3 Bt T e o -~ oy oy e TN
agdoc de linfdcitos T de animais imunizados com anti-CD3
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Cuadro 3. Desenvolvimento das Células Mononucleares do
Paclentes a Segulir & Estimulacio com Anti-CD3/IL-2
Paciente Numero inicial Diferencial inici- | NUmero de % de linfécitos  CD4/CD 8
int de células al' | células no Morf ICD 3
‘ produto final
HT-85-23 25x10° 75(18(7 16x10° 92/88 062
"HT-95-50 19x10° | 57/27/16 16x10° 92/86 44
HT-95-55 | 36x10" 51/11/38 | 47x10" 94/98 23
HT-95-12 22x10" 66/17/17 1 50x10" 96/ND ND”
| HT-95:62 | 25x10" 70/19/11 7.0x10" | 99/95 25
HT-g5-56 | 1.7x 10" 75/21/4 - 43x10" 98/95 2.1
HT-96-4 ND z
HT-96-32 | 30x10° 73710 56x10° 99/ND ND
HT-g6-47 | 21x10” _60/30/10 _54x107 96/92 1,0
HT-97-3 46x10" - 83/14/2 83x 10 96/ND ND
“HT-97-4 33x10" - 69/28/3 1 93x 10 | 97ND ND
HT-97-6 31x10" 44/3719 L45x107 85/ND ND
HT-98-1 27x1077 - 83/13/1 - 83x107 90/10 1,5
HT-98-3 30x107 - 89/8/3 38X 10" 93/ND ND
44x10"° - 84/15/1 14x10" 91/96 3.9
HT-68-15 | 2.5x 10 “'43x | 70/15/10 86/10/4 | 5, 4x 107 1,1x | 97/80 89/95 |04 14
10’ 10"
HT-88-73 | 26x10" | 7511618 8x10" 95/90 23
HT-99-2 [26x10"  S5/25/18 1,0x 10TT 85/93 35
HT-99-11 | 26x 10“’ | 72/28/6 16,0x10" 93/93 1,7
HT-98-18 | 33x 107 3,0x | 64/14/22 66/28/6 2,2 x 107 1,1x | 99/ND 88/94 | NDO,7
10°° 10"
nfocxtos/monocﬂos/granu[ocntos obtidos a partir de paCIemes com cancro da mama nao imuniza-
dos
“ND - néio executado

[0063] Ocorreram varias alteracdes dignas de nota apbs
a adlgdo de IL-2. Houve um aumento lmpressionante do tama-

nhc dos linfédciteos ncs complexos de células aderentes. Cs

. o~ + o ey e 7 0
crescimento das células prossedu i3 nos comrlexocs, oS com™

£ & A R e 1dveec I - £
Tlatuantes & L1nIioCLltos Livres UooeXanme neoricolodicos das
L7 I o A Rt Ty w71 o~ T
células nos complexos flutuantes revalou amersosas o8 ulas
ol e A A o . - T E A D e e NI R I N
iooTicas A meclls Jue oS8 LINMIOCLTOSs prolirsradvalt, o5




incluidos nos com-

_naram, restavam multo
mostra no Quadro 3,

lavelmente compre~

O aREts T~ e ~ HER T
AWe AA-.A-U.e-‘-O ae e b L

lulas gue expressava NK ou marcadores NK activados erz ne-

por CKT3 e IL-Z. As células mononucleares cultivadas na
auséncia de CKI3 e com até 100 UI/ml de IL-2 permaneceram
vidvels, mas exibiram sinais de diferenciagldo ocu de proli-
feracdo. As células mononucleares cultivadas com OKT3 mas
que nunca receberam a IL-Z durante o periodc de cultura

'

exibiram alterac¢des morfoldgicas sstimuladas por OKT3, mas
nao conseguliram uma proliferac3o com qualquer grau signi-
ficativo. As células cultivadas durante 48 horas sem CKT3
e depols estimuladas com IL-2Z ndoc exiciram a formacdoc de

complexo, alteracdes morfclégicas nem sinais de proiifera-

[0065] Os linfécitos T que foram recolhidos no final do

mente n4o




Induzidas por Anti-CD3/IL-Z
Fonte Fendtipo Celular

CD3- | Cn4 CD8 | CDS6 | CD25 CD6Y HLADY
HT~88-3  63/96 | 35/74 18/19 < H 3/81 18/46 12/74
HT-98-15 74/90 | 39/27 | 23/6S8 | < /7 1< 1/56 |35/52 44754
HT-$8~-18 65/94 1 42/741 | 14/55 < % < 1/82 1 12/50 13/78
“Os dados s30 expressos como percentagem de células positivas
antes e apds a cultur
[0066] Existiram varias razles para escolher o sangue

eriférico come fonte de linfécites T. Primeiro, & facil-
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mente acessivel e renovavel. Ademals, ¢ entendimento Cor-
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cificos de artigénic ncs LNs gue drenam os lcocals de

5

imunizacdo. 0Os linfécizos T sensibilizados s&o entdao li-

bertades dos LNs para a cilrculacdo para gue possam ser le-
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vados para locals de exposicgidc ac
ocorrido durante o presente estudo, como se comprova pelo

facte de ocorrerem reaccdes de DTH ncs locals de teste cu-

bal

L

circulatdrios sensibiliza-




vecificos do cancro gue estavam presentes a partida.

Resultados: Toxicidade

[0068] Os testes clinicos de Zfase I tém o objectivo
adicicnal de permitir a determinacic da toxicidade relati-
va. A vacinacdc utilizando ¢ GM-CST como adjuvante apenas
produziu um grau de toxicidade I/II transitdrio. Uma febre
transitéria foli o efeitc secundaric mals comum. Reacgles
de papula e ruborizacdc transitdérias fcoram observadas em
lecais de vacinacdo secundéarics. N3c houve danocs do tecido
loccal. N&o ocorreu crescimentc loczl de células cancerosas

irradiadas. Pode corclulr-se que as células tumeorals por

dosagem eficaz de GM-CSF ndo produziu toxicidade signifi-
cativa. Os nimeros de células detalhados no Quadro 3 foram

. Fogn PR, - ol ] . 3 M 1 : U i N
infundidos sem teoxicidade assoclada significativa. Houve

7

apenas toxicidade de grau I/II transitdria, sendo a febre

Resultados: Eficécia



recimento de um noddulc pulmonar metastatico no paciente
HT-9E€-3 +ratado. HT-98-3 tinha uma doencga progressiva na

doerca parenguimatosa pu.-

03

parede tordxica assim comoc um

monar. A massa dz parede torédxica, localizada num espacgo

interceostal, fol excisada por um cirurgifo cardiotoridxico.

“

e

C diagnéstice de cancro da mama foi confirmado e ¢ tecido
fol enviade para o laboratdric de imunoterapia para a pre-
paracdo da vacina. O pacilente feoi submetide entdc a uma

as-mde. A 6.2

[

élu

O

terapla de alta dosagem e salvamento de

iente ainda tinhsz

O

e a4 12.° semanas apds ¢ transplante ¢ pa
sinais de um tumecr com 1 x 1 cm. O paciente fol tratado

com CAI rneéssa altura e a lesdo desapareceu. 0 tTratamento

W)

foi héd mals ce um ano e meio, e © paclenie ndo teve gual-

quer reccrréncia de deenga.

[0070] No segundo paciente, HT-98-18, fol cbtida uma CR




S Js9 1 -~ ; . + e - 1 o N F.
glénduias mostrava conter tecido maiigno. Censequentemen—

cedc para se saber se esta CR se correlacionard com uma
malor sobrevivéncia.

[0072] Segundo, a este respeito, & importante salientar

exemplc tinham cancr¢ avancade resistente a guimicterapia

sobrevivéncia acs dols anos, para este tipo ce pacientes,
& multc baixa. No entanto, um elevado numerc d= pacientes
tratados continua vive actualmente. A maioria destes paci-
entes n&o recebeu mais nenhum tratamento a seguir 2 imuno-
terapla. ©s resultados de scbrevivéncia actuais estédo
sumariados na figura Z.

[0073] Em resumc, ©s resu.tados dos testes clinices de
fzse I estabeleceram gue o cancro de mama € lmanogénico e

que podem ser criadas fortes respostas imunitarias pelos

doentes imunizados com células de cancro da mama e GM-CS8F.




C. EXEMPLO DE ASTROCITOMA

Etapa 1: Vacinacgdo

tendc tma pontuacdo Kamovsky 260 e tendo reduzido os este-

convencicnal (55-60 Gy, e de quimioterapia. Cs tumores re-
correntes foram alve de uma ressecgidc e confirmou-se ¢ di-
agnéstico histopatoldgico no tumor recorrente. Todcs os
paclientes tinham provas radioldgicas de cancro em progres-
s8c extensivc e estavam a ser tratados com esterdides para
controlar o inchago do cérebrc guando os sesus tumcres re-
correntes foram alve de citorreducdo parz a imuncterapia.

[0075] O tecido cancerigeno foi retalhado com tesouras
e suspensc num meio contendo uma mistura enzimdtica produ-
zida pelz Life Technologies. A digestdo comp.eta o1
atingida em 1,5 a 2,0 horas a cerca de 37°C num frasco de

tripsinizacdc. As células foram suspensas num meic suple-

mentado com 20% de soro humanc AR+ e foram ccontadas. As




pelos mencs duas vezes com duas semanas de intervalo.

Etapa 2: Produglio e Proliferacio de Linfécitos T Efectores

através de leucaferese. 0Us rendimentos variaram entre

PR s -

= S 10 : 2 s - R : 4
5 x 107 e 2 x 107" de céluias por lsucaferese. Os pacientes
foram sujeitos a leucaferese Lrés vezes em dias sucessivos

=ntre

[

Q

para cada tratamento. Os linfécites contribuir

0-8C

{a

[ei

para © total das células. Os WBCs foram suspensos
num meic de cultura cde tecidos suplementado com soro zutéd-
logo. Adicionou-se OXT3 & mistura celular, e as células
foram colcocadas em frascos de cultura de tecidos. As célu-

las foram incubadas a cerca de 37°C durante cerca de 48

horas. Quérenta e o0lto horas mals tarde =z mistura celular

w

fol suspensa num meic de cultura contendo IL-2. Apd

tingir a densidade mé&xima, as células foram agrupadas e
recolhidas para sacos de infuséc IV. Determinou-se a con-
tagem e a viabilidade. A andlise morfolédgica foi realizada
por contagem diferencial de células tingidas, citocentri-
fugadas. Rs células Zfcram lmunofenctipadas por andlise por

meio de um selecter de celulas activade por fluorescéncia

Etapa 3: Infusdo de Linfécitos T Activados

nocs nove paclentes




To de qguatro em guatro horas durante as primeiras 48

83}

-

O
i

horas. Cs pacientes foram mcnitorizados com respeito

xicidade utilizando os Critérios de Toxicidade Comum NCI.

Resultados: Astrocitoma

[0078] Nenhum paciente experimentou mals do gue 1+ ce

a.

[

toxlicidade, o que é uma toxicidade ligelra e transitér

& maioria dos paclentes experimentou febre transitéria,

;

arrepios e/cu néduseas curante e imediatamente a seguir a

(83

3

administracdo intravenosa das células cultivadas. A taxa

.

de respcsta, a sobrevivéncilz livre da doenca e a sobrevi-
véncia glcba. foram utilizacdas para medir a resposta ao
Lratamento. O crescimento do tumer fol meniterizado utili-
zando imagens de resscndncia magnética (MRI). Os pacilentes

fizeram as MRI antes do tratamento, um més apds o trata-

mento e cada trés meses depols deste.

[0080] As respostas clinicas estdo detalhadas na figura




tinuado a crescer. Ndo houve efeito na sobrevivéncia. Tal

como mostradoe na figura 4, © cancro do paclente n.° 5 di-

3

minuiu progressivamente de famanno a seguir a dols trata-

mentos de imunoterapia até ao ponto de pouco cancro ser

detectado nas mals recentes MRIs. O pacilente encontra-se
vivo e bem sem sintomas dignos de nota. Veoltou ao emprego
a tempc inteire. Nenhum dos pacientes recebeu gualguer
tratamento pctencialmente citeorredutor a nido ser a imuno-
terapia. No momento em que uma falha do tratamento fol do-
cumentada por uma progressdo deo tumor apés a imuncterapia,
08 pacientes receberam esterdides para controlar o 1nchacgo

do cérebro até norrerem

Quadro 5. Efeito da Imunoterapia na Sobrevivéncila do Paci-

ente
Paciente Estadio do | Tempo de | Linfécitos Via de | Scbrevivén-
{sexo) Idade astrocitoma  recor-— infundidos infu- cia pés-
réncia’ recorréncia’
(M) 41 Estedic IIT 7 meses 1 z,C >4,3 ancs
2 1,0
2 M 52 £ meses 11,3 4 meses
30 27 10 meses | L 2,0 3 meses
4 (MY 32 13 meses 1 1,0 7 meses
5 (M) 36 6 mesesg 1 7,8 >32,3 anos
zZ 7,3
6 (M g Estadic IV G meses 14,6 ¢ mese
7 () 56 Estzdio IV | 4 meses | 1 6,3 6 meses
2 7,4
5 M 31 2 meses 7,1
25
g IF g5 Egtadio IV 12 meses | L7
Z Z
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[0081] Lstes resultades mestram gus a CAI & clinicamen-

te eficaz contra ¢ cancro cerebral. Cs _infocitos transfe-

T

trocitomas de grau III/IV em ripida progressdo que reque-
riam esterdides para contrclar o 1inchago cerebral.

Historicaments, estes cancros progridem invariavelments e
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0os doentes morrem dentro de alguns mese

rirgica por si s& ndo prolonga drasticamente & sobrevi-
véncia do paciente. Nenhum dos paclentes necessitou ou
recepeu tratamento adicional. O facto de doils cos pacien-
tes ainda continuarem vivos sem recrescimento do tumor

apbés mals de trés anos é uma descoberta nova gue apenas

pode ser atribuida a CAIL.

D. EXEMPLO DE CARCINOMA DE CELULAS RENAIS

[0082] Uma diferenca chave entre a aplicacdoc da CAI em

i

contraste, ADENas Com raras exXcepcoes, 03 paclentes cance-




a doenca avancada. Por conseguinte, serd descrito um unico
casc para ilustrar o possivel resultado da CAI se a CAI
for administrada mais cedo na progressdo da doenca, guando
0s paclentes apenasg tém doenca micrometastasica.

[0083] Fol diagnosticado um cancro de rim a um homem 34
anos de idads. Reallzou-se ume laparoctomia exploratdria e
verificou-se que o rim esguerdo do paciente continha uma

massa grance gus se provou mais tarde ser um carcinoma de

células renals. O rim fol remeovide e ¢ cancro fol suleito
a uma anédliss patcldgica. O cancro pesava cerca de 2,2

cuilocramas (5 l1ks.), tinha invadidc vasos sanguineos e
fol diagrnosticado ccmo um carcinoma de células renais de

ra-

ot

estadio IIIb. A remocdo cirurgica dc cancro é o unico
tamento eficaz para © carciroma de células rerais. Os car-
cinomas de células renais sdc generalizadamente encarados
como sendc resistentes a todas as formas de guimioterapia.
O prognésticeo para pacientes com cancro das células renais
no estadio III é& muito fraco. O paciente voluntariou-ss
para o teste clinico. C paciente foli vacinado duss vezes
com as suas proéprias celulas cancercsas e desenvolveu unma
reaccdc de DTH positiva. Foi depois tratado com um Gnico
tratamento de CAIL, no qual recebeu cerca de 4,8 x 12%9 de
linfécitos T autdlogos activades com anti~CD3, seguidce de
um tratamentc de 5 dias com IL-2 a cerca de 3 x 10° UI/dia.

C paciente esta vive e actualmente livre de doenga, mais

relativamente baixa em paclentes com esta doenga avancada

[0084] Doils outros paclentes com cancro de células re-
nais foram tratados com a CARI, com sucesso, durante ¢s Gl-
timos dois ancs. Ambos o0 pacizntes tinham doencz  de
estadio IV na altura do tratamento, foram tratados duas




ser capaz de eliminar permanentemente as células cancero-

sas dos corpos dos paclentes.

[0085] 0 estudo co cancro da mama demonstrou gue a mai-

]

oria, se ndc todos os cancros de mama, sdc imuncgénicos e

que podem ser criadas fortes respostas imunitédrias imuni-

t

r

ma & GM-CSF.

&3]

zandc ©s paclentes com células do cancro de m
A guestdo gue se colcca imediatamente é se ¢35 resultados
da vacinacdo sdo generalizados a cutros tipos de maligni-
dades. Por cutrzs valavras, © facto de c©s cancrcs da mama
serem imuncgénicos significa que o©s cancros cerebrals, os
cancros do c¢blon, o8 cancros dos ovariocs, as leucemias, os
cancrcs dos pulmes, os linfomas, o0os cancros do rim, os
cancros da préstata e outros tipos comuns de cancro sdo
igua_mente imunocgénicos? A resposte tedrica é de gue todos

08 cancros passam pelos mesmos tipos gerals de altesracdes

genéticas levando a transfcrmagdc malicna e s3c suscepti-
vels a alteracdes genéticas adicionals durante a subse-
quente  proliferagdo maligna. S&o  essas  alteracfes

genéticas que sdc responsédveis pela imunogenicidade das

ancros celuigres




3¢ paclentes Ioram vacinados com ums grande varledade de

ovaric [3), carcincma de células renzis (8), melarona
{168), carcincma do célon (8) e carcinoma do pulmdc (3). As
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quantitativamente semelhan-
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tes as respostas acima detalhadas para os doen
cancro da mama. 1stc €, os vacientes gue tinham necplasmas
imunogénicos.

[0086] Entende-se gue o0s exemplos e concretizagdes aquil

(a3

descritos sé tém finalidade ilustrativa e que varias modi-
ficacles ou alteracdes a luz dos mesmos gue seridc aparen-
tes a peritos na técnica devem considerar-se incluidas no

Ambitc das reivindicacdes anexas.

Porto, 28 de Maioc de 2007



REIVINDICAGOES

Urilizac8o de linfdécitos T efectores para 2 producdo
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b. estimulagdo dos linfécitos T efectores para pro-

tendo os ditos linfécitos T sensibilizados sido ge-

rados por

c. vacinagac de um paclente com uma vacina gue con-
tém o préerio tumcr malignc do vaciente e um ad-

juvante imuncldgico;

i-h

infécitos T sensibilivzados do

et

d. remccdc QoS

sangue periféricoe do paciente.
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FIG. 1
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FIG. 2

Sobrevivéncia Global
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FIG. 3
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FIG. 4
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